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[背景] 
変形性膝関節症(OA)は、加齢や外傷に伴い関節軟骨の変性や破壊が進行し発症する。 
数ある軟骨基質分解酵素のうち、matrix metalloproteinase13(MMP13)は 2 型コラーゲンの
主要分解酵素であり、OA の病態において重要な役割を担っている。 
Mmp13 のノックアウトマウスを使用した研究や、MMP ファミリーの阻害薬の研究は以前
からさかんに行われているが、筋骨格系への副作用の出現などによりその臨床応用が断念
されている。 
Small interfering RNA (siRNA)は、個々の遺伝子の mRNA への転写を阻害することによって、
選択的に特定の遺伝子の発現を抑制する方法としてさまざまな分野で応用されており、そ
の特異性の高さや細胞毒性の低さから in vivo 実験系での使用もされている。 
我々は以前、マウス膝 OA モデルにおいて OA 発症前に Mmp13 に対する siRNA を関節内に
単回投与すると、滑膜組織の Mmp13 発現レベルが低下し、OA 抑制効果があることを示し
た。 
しかし、1)in vivo での siRNA 効果持続期間、及び 2)単回投与が OA を抑制する上で充分で
あるかどうか、は不明である。 
本研究の目的は、1)関節内 siRNA 単回投与による滑膜組織の Mmp13 遺伝子ノックダウン効
果の持続性の検証と、2)siRNA を複数回関節内投与することで、更なる OA 抑制効果が得ら
れるかどうかを検討した。 
 
[方法] 
対象は９週齢オスの C57BL/6 マウスを用い、Destabilization of medial meniscus(DMM)法によ
り OA モデルを作成した。siRNA は Dharmacon Accell siRNA を使用し、膝関節腔内に
1.5nmol/20μl を注射した。 
1) siRNA 単回投与による滑膜組織の Mmp13 遺伝子ノックダウン効果持続性の検証 
DMM 施行後 1 週で Mmp13 siRNA を投与した群(Mmp13 群)、どの遺伝子にも抑制作用を有
しない Non targeting siRNA を投与した群(Non Targeting 群)、何も投与しない群(DMM 群)、
及び DMM の代わりに関節包切開のみを行った群(Sham 群)を作成した。DMM 施行後もし
くは関節包切開後の 3 日、1 週、2 週、3 週、4 週、6 週、7 週、8 週、10 週の各時点で各群
5 匹ずつ屠殺し、膝滑膜組織内の Mmp13 mRNA 発現量を qPCR により測定した。 
2) siRNA の複数回関節内投与の有用性の検証 
Mmp13 siRNA を DMM 施行後 1 週で投与した群(1w 群)、1 週と 2 週で投与した群(1w+2w
群)、1 週と 5 週で投与した群(1w+5w 群)、投与しない群(Control 群)、及び何も処置しない群
(Normal 群)をそれぞれ各 8 匹ずつ作成し、DMM 後 8 週で屠殺しサフラニン O 染色した膝
関節軟骨組織像を OARSI score で評価した。 
統計学的手法には、群内の経時的変化には one-way ANOVA を、群間比較には Kruskal-Wallis
テストを使用した。p 値<0.05 を有意差ありとした。 
 [結果] 
1) siRNA 単回投与による滑膜組織の Mmp13 遺伝子ノックダウン効果持続性の検証 
Mmp13-mRNA 発現量は DMM 群において、DMM 後 2 週の時点で基準値の 120 倍と、他の
時点と比べ有意に上昇していた(p<0.001)。しかし DMM 後 3 週には Sham 群と同程度まで低
下し、その後はほぼ Sham 群と同様の推移となり、DMM 後 10 週で正常化した。 
群間比較では、siRNA 投与後 1 週の時点において、Mmp13 群は DMM 群と比べおよそ 2/5
までその発現量が抑えられており(p=0.04)、Sham 群と同程度まで低下した。siRNA は投与後
少なくとも 1 週までは抑制効果が持続すると考えられた。 
2) siRNA の複数回関節内投与の有用性の検証 
OARSI スコアでは、Control 群に比べて、1w 群、1w＋2w 群、1w＋5w 群のすべてで有意に
改善を認めた(p<0.001)。単回投与である 1w 群と、複数回投与の 1w＋2w 群、1w＋5w 群そ
れぞれの比較では有意差を認めず、単回投与と複数回投与の軟骨変性抑制効果は同等であ
った。 
 
[考察] 
OA発症から進行に至る経過の中での、関節内Mmp13発現量の推移は未だ不明な点が多い。
ヒトの関節液を用いた研究では、末期 OA では MMP13 は高発現しているが、初期 OA では
正常膝と同等であると報告されている。それに対して、ラット膝 OA モデルを用いた研究で
は、膝に対する OA 誘発処置を加えてから、およそ 1 週で Mmp13 の発現はピークを迎え、
その後徐々に低下すると報告されている。本研究でもピークの時期の差はあったが、およそ
ラットモデルと同様の傾向を示した。外傷性 OA モデルでは Mmp13 の発現量は、受傷後早
期に一過性に上昇し、その後比較的速やかに正常化することが考えられた。 
siRNA の効果持続時間に関しては、本研究は少なくとも 1 週間持続した一方で、ラット椎
間板を用いた in vivo の研究では、ノックダウン効果は 24 週以上持続したと報告されてお
り、対象組織によって siRNA の抑制効果持続時間は大きな差がある。この要因としては、  
細胞分裂がさかんな滑膜組織と、分化が完了し細胞増殖がほぼ止まっている椎間板髄核細
胞の違いが、抑制効果持続時間に影響を与えた可能性が考えられた。 
単回投与と複数回投与の間に軟骨変性抑制効果において差が出なかった要因としては、本
研究の OA モデルでは、siRNA 投与後 2 週時点で Mmp13 遺伝子発現量が自然に正常化し、  
その後も再上昇がなかった為、ノックダウン効果を長期間持続させる必要がなかったこと
が挙げられる。外傷性 OA モデルにおいては、Mmp13 遺伝子発現のピークを抑えることが
重要であると考えられた。 
本研究の limitation は、まずはじめに、ＯＡを引き起こす他の軟骨基質分解酵素の影響を評
価できていないことがあげられる。しかし先行研究で、Adamts5 も Mmp13 と同時にノック
ダウンさせた実験で、Mmp13 のみをノックダウンさせたものと、OA 抑制効果に差がなか
ったという結果が出ており、Mmp13 がマウス OA 発症にあたり重要であると考えられる。
2 つ目に、Mmp13 の発現を滑膜でしか評価できていないことがあげられる。これについて
も先行研究で、関節内に注射した siRNA の取り込みがほぼ滑膜のみに限定されていたこと
から、滑膜での評価が妥当だと考えられる。最後にMmp13のタンパク質レベルでの発現や、
2 型コラーゲンの分解産物を評価していないことがあげられる。これについては、Mmp13 が
ｍRNA からタンパクに翻訳された直後に、他のタンパクとすぐに結合するため、技術的に
その総量を評価するのが難しいといわれている。ｍRNA レベルとタンパク質レベルで解離
が起こる可能性もある為、今回の研究では評価していない。 
 
[結語] 
In vivo での siRNA 投与により、少なくとも投与後 1 週間はノックダウン効果が持続してい
た。siRNA 単回投与と複数回投与で、DMM 後 8 週時点の OA 進行に差がなく、複数回投与
によるより高い軟骨保護効果は認めなかった。DMM によるマウス膝 OA モデルにおいて
は、発症初期に Mmp13 遺伝子発現をノックダウンすることが OA 進行抑制に重要であると
考えられた。 
 
